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GLYCOPEPTIDES, LEUR PROCEDE D ' OBTENTION, ET LEURS 
APPLICATIONS BIOLOGIQUES 

5 

L 1 invention a pour objet des glycopeptides, leur 
obtention, ainsi que leurs applications biologiques. 

Elle vise plus particulierement des glycopeptides 

10 pr6sentant notarament des proprifetes antibact&riennes . 

On sait que des peptides antibactferiens ont 6t6 isolfes 
& partir d'insectes. Certaines esp&ces d'insectes 
presentent en effet une resistance efficace centre des 
bacteries . Des travaux recent s ont etabli que cette defense 

15 est bas6e, pour une large part, sur la synthese rapide (2 & 
6 h) de plusieurs families de peptides ou de polypeptides * 
Cette synthase peut Stre induite, notamment, par une 
blessure septique ou, d'une manidre generale, un 
traumatisme, ou par immunisation, e'est-a-dire par 

20 injection d'une faible dose de bacteries. 

Parmi les peptides ou polypeptides produits, on peut 
distinguer les quatre groupes suivants : 

i) les c6cropines qui sont des peptides cationiques de 
4 kDa formant deux helices a amphipathiques ; (ii) des 

25 peptides cationiques riches en proline, de petite taille (2 
a 4 kDa), partiellement caracterises, comme les apidaecines 
et les abaecines ; (iii) plusieurs polypeptides distincts, 
ayant un poids mol6culaire (PM) de 8 d 27 kDa, pour la 
plupart cationiques et fr6quemment riches en residus 

30 glycine comme les attacines, les sarcotoxines II, les 
diptSrlcines et les coleoptSricines , et (iv) les 
d&fensines, peptides non glycosylfes, moder&nent cationiques 

: ■ — 

avec un pi de 8,0 a 8,5, comprenant de 38 & 43 acides 
amin&s et contenant un motif caracteristique de 6 r6sidus 
35 cysteine engages dans 3 ponts disulfure intramol6culaires • 

Les peptides antibacteriens 6v6qu6s ci-dessus ont pu 
£tre induits chez des lepidopteres, des diptferes, des 
hymfenopteres et des coleoptdres- Des travaux realises 
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jusqu f & present sur d'autres espfeces n'ont pas permis en 
revanche de detecter leur presence. 

On remarquera qu f a ce jour la structure chimique 
attribuee & ces peptides correspondait a un simple 
5 enchainement d' acides amines. 

Sur la base de cet enseignement, l'homme de 1'art, 
cherchant a elaborer par voie de synthase des peptides 
pr^sentant de telles propri6t6s, n'etait done amen6 qu'S 
constriiire une sequence peptidique par enchainement 
10 d' acides amines dfeterraines selon les techniques classiques. 

Or, dans le cadre de leurs travaux sur l f 6tude des 
bases mol6culaires de la reponse immunitaire des insectes, 
les inventeurs ont constate que I'activite antibactferienne 
de certains peptides inductibles chez des especes 
15 particuli^res d' insectes etait li6e h la presence de 
groupes de substitution dfeterminfes sur des acides amin6s. 

L' elimination de ces groupes conduit & une tr&s forte 
r6duction de I'activite antibactferienne, voire & sa 
disparition complete* 
20 L f invention a done pour but de fournir de nouveaux 

peptides substitu6s ayant un haut niveau d'activitfe vis-a- 
vis d f un grand nombre de bacteries. 

Elle a de plus pour but de fournir des proc6d6s 
d'obtention de tels peptides permettant de les obtenir en 
25 grande quant ite. 

L f invention vise en outre la mise & profit des 
propri6tes biologiques conferees par les groupes de 
substitutions pour 1 1 61aboration d 1 agents antibacteriens 
utilisables en therapeutique humaine et veterinaire et, 
30 d'une maniere gfenerale, pour la lutte contre les bacteries - 
Les peptides selon l 1 invention sont caracterises en ce 
qu'ils possedent des proprietes antibacteriennes conferees 
par une sequence en acides amines renfermant au moins un 
acide amin6 - O - substitufe par un groupe glycosyle 
35 contenant un ou plusieurs motifs ose et/ou os amine, un 
poly-ose et/ou-osamine. 
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L'aclde amin6 substitu6 est un acide amin6 hydroxyle, 
tel que la threonine, la serine ou la tyrosine. La 
threonine est particulierement pr£f6ree. 

Le groupe de substitution du ou des acides amines sera 
5 d6sign6 dans la description qui suit et les revendications 
par le terme "glycosyle", les peptides de l f invention etant 
egalement appel&s glycopeptides . 

Le groupe glycosyle est lin6aire ou cyclique, 
substitue ou non, sous forme a ou p. II comport e 
10 avantageusement des motifs ose et/ou osamine de 5 ou 6 
atomes de carbone. 

Comme groupes ose appropri6s, on citera les pentoses, 
tels que le ribose, le lyxose, le xylose, l'arabinose, et 
les hexoses, tels que le galactose et le glucose, le 
15 fucose, le tallose, l'altrose, le gulose, le mannose et 
1 'allose. 

Des groupes osamine sont avantageusement constitu6s 
par un radical galactosamine, glucosamine, tallosamine, 
altrosamine, gulosamine, mannosamine, ou allosamine- 
20 Les poly-oses et/ou -osamines comprennent un 

enchalnement des motifs oses et/ou osamines, notamment de 2 
d 10 motifs, en particulier de 2 & 7 motifs, 

Selon une variante de l f invention, le groupe glycosyle 
est substitue - 

25 Les substituants des motifs ose et/ou osamine sont 

alors avantageusement choisis parmi des radicaux alkyle de 
14 4 atomes de carbone ou, en particulier dans le cas des 
osamines, parmi les radicaux acyle, plus specialement 
ac6tyle, ces radicaux substituant plus specialement la 

30 fonction amine. 

Ces substituants peuvent fegalement correspondre a au 
moins un motif ose et/ou au moins un motif osamine. Le 
groupe glycosyle peut ainsi comprendre un motif osamine 
portant un ou plusieurs groupes alkyle et/ou acyle et 

35 &galement frtre substitue par un ou plusieurs motifs ose, 
notamment 2 ou 3. 

Comme exemple de groupe glycosyle substitue, on citera 
un motif glucosamine ou galactosamine substitue par un ou 
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plusieurs motifs glucose et/ou galactose, en particulier un 
motif N-acyl -glucosamine ou N-acylgalactosamine f substitue 
par un ou plusieurs motifs glucose et/ou galactose, 
notamment 2 ou 3. 
5 D'autres glycopeptides de 1' invention comportent des 

substitutions plus complexes, concernant les parties N 
et/ou C terminales, et/ou des substitutions par des 
radicaux de l f acide sialique. 

Comme le montrent les travaux des inventeurs rapport6s 
10 dans les exemples, les groupes glycosyle evoqufes, d'une 
maniere surprenante, apparaissent indispensables pour 
disposer d'un niveau appreciable d'activitfe anti- 
bact&rienne • 

Les glycopeptides selon 1 r invention sont en outre 
15 caracterises en ce qu'ils sont du type des glycopeptides 
tels qu'obtenus chez les arthropodes, et en particulier 
chez les larves ou les adultes d'insectes, par un proc6d6 
comprenant 

- I 1 induction de leur synthase notamment par injection 
20 aux insectes de bact6ries en doses suffisantes, ou par 

blessure septique ou autre traumatisme, 

- I 1 extraction de manidre 4 recueillir les peptides 
ayant subi une glycosylation post-traductionnelle et, le 
cas 6ch6ant, 

25 - le fractionnement de 1' ex trait i sole afin de separer 

s&lectivement les glycopeptides selon le niveau de leur 

activitfe antibactferienne. 

Selon une variante, l f extraction est r£alisee sur 

l f animal entier prealablement congel6, puis broyfe. 
30 Selon une autre variante, l 1 extraction est realisee 

sur l'h&molymphe des animaux, et ce de manidre classique, 

afin de separer les peptides basiques. 

L f invention vise les extraits correspondants , les 

melanges de glycopeptides et les fractions. 
35 Les glycopeptides de 1* invention sont egalement 

caractferises en ce qu'ils presentent une activite 

antibacterienne contre les germes & Gram negatif et a Gram 

positif. 
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Un groupe de glycopeptides tels que d6finis ci-dessus, 
est; encore caracteris6 en ce que leur sequence peptidique 
responsable de leur activite antibactferienne est contenue 
dans un domaine comportant au moins 30 % environ de groupes 
5 proline, 

Cet enchainement comporte plus specialement un motif 
consensus de O-glycosylation proline- threonine/ serine 
Xaal-Xaa2-proline dans lequel les motifs Xaal et Xaa2, 
identiques ou differents, sont des acides amines variables. 

10 L 1 enchainement d' acides amines de la sequence 

biologiquement active, c'est-&-dire pr6sentant une activity 
antibacterienne, comporte, avantageusement, au moins un 
acide amin§ hydrophobe tel que la threonine, substitue par 
un groupe glycosyle. 

1 5 Le groupe de substitution glycosyle est plus 

particuli&rement constltud par un motif N-acylhexosamine, 
plus specialement ^acetylgalactosamine ou N- 
ac&tylglucosamine, le cas 6ch6ant lui-meme substitufe par un 
ou plusieurs oses, notamment des pentoses et/ou des 

20 hexoses, comme le fucose et/ou le galactose et/ou le 
glucose . 

Des glycopeptides pr6f&r&s sont tels qu 1 inductibles 
chez les brachyc&res. 

Un groupe de ces glycopeptides avantageux au regard de 
25 ses propri6t6s antibact&riennes est tel qu 1 inductible chez 
la drosophile. 

L v enchainement des acides amines des glycopeptides de 
ce groupe est notamment compris ou constitu6 par la 
sequence (I) suivante telle que determinee selon la 

30 degradation d'Edman : 

cette sequence, et les sequences suivantes f igurent dans la 
partie "Liste des sequences" donnee en fin de description 
avec les identifications SEQ ID n° 1 et suivantes. 
Met Lys Phe Thr lie Val Phe Leu Leu Leu 

35 5 10 

Ala Cys Val Phe Ala Met Ala Val Ala Thr 

15 20 



WO 94/05787 



PCT/FR93/00853 



6 



Pro Gly Lys Pro Arg Pro Tyr Ser Pro Arg 

25 30 
Pro Thr Ser His Pro Arg Pro lie Arg Val 

35 40 
5 Arg Arg Glu Ala Leu Ala lie Glu Asp His 

45 50 
Leu Ala Gin Ala Ala He Arg Pro Pro Pro 

55 60 

He Leu Pro Ala 
10 64 

Plus particuli&rement, ledit enchainement est compris 
ou constitu6 par la sfequence (II) suivante (SEQ ID N 6 2) en 
acides amines. 

Gly Lys Pro Arg Pro Tyr Ser Pro Arg Pro 
15 5 10 

Thr Ser His Pro Arg Pro He Arg Val 

15 19 
Cette sequence correspond & 1 ' enchainement allant des 
positions 22 a 40 dans la sequence (I). 
20 Dans ces glycopeptides prefferes correspondant a ces 

s§quences # les motifs threonine ou serine sont substitues, 
par un groupe glycosyle. On citera en particulier les 
glycopeptides dans lesquels le motif threonine est 
substitu£ par un groupe N-acylhexosamine, tel que N- 
25 acfetylglucosamine ou N-acetylgalactosamine, ce groupe 
comportant lui-meme un ou plusieurs oses conune le fucose, 
le glucose ou le galactose. 

D*autres glycopeptides prefer es de 1* invention, sont 
du type de ceux induct ibles chez les diptferes et, parmi 
30 ceux-ci, notamment chez Phormia terrannvae . 

De tels glycopeptides comprennent avantageusement ou 
sont constitu6s par un enchainement d ' acides amines , tel 
que determine selon la degradation d'Edman, repondant & la 
sequence (III) suivante (SEQ ID N° 3) : 
35 Asp Glu Lys Pro Lys Leu He Leu Pro Thr 

5 10 
Pro Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 

15 20 
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Gly Gly Gly Gly Gly Asn Arg Lys Asp Gly 

25 30 
Phe Gly Val Ser Val Asp Ala His Gin Lys 

35 40 
5 Val Trp Thr Ser Asp Asn Gly Gly His Ser 

45 50 
He Gly Val Ser Pro Gly Tyr Ser Gin His 

55 60 
Leu Pro Gly Pro Tyr Gly Asn Ser Arg Pro 
10 65 70 

Asp Tyr Arg lie Gly Ala Gly Tyr Ser Tyr 

75 80 

Asn Glu 
82 

15 en particulier a la sequence (IV) suivante (SEQ ID N° 

4) : 

Asp Glu Lys Pro Lys Leu He Leu Pro Thr 

5 10 
Pro Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 
20 15 20 

Gly Gly Gly Gly Gly Asn Arg Lys Asp Gly 

25 30 
Phe Gly Val Ser Val Asp Ala His Gin Lys 

35 40 
25 Val Trp Thr Ser Asp Asn Gly Arg His Ser 

45 50 
He Gly Val Thr Pro Gly Tyr Ser Gin His 

55 60 
Leu Gly Gly Pro Tyr Gly Asn Ser Arg Pro 
30 65 70 

Asp Tyr Arg He Gly Ala Gly Tyr Ser Tyr 

75 80 

Asn Phe 
82 

35 D'autres enchainements comportent comme par tie N- 

terminale, au moins une partie de la sequence (V) 
suivante (SEQ ID N" 5) : 
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Asp Glu Lys Pro Lys Leu Val Leu Pro Ser 

5 10 

Xaa Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 

15 20 

5 Gly Gly Gly Gly Gly Asn Asn Lys Xaa Gly 

25 30 

Xaa Xaa Val Ser lie Asn Ala Ala Gin Lys 

35 40 

Val 
10 41 

en particulier de la sequence (VI) suivante (SEQ ID N" 6) : 

Asp Glu Lys Pro Lys Leu Val Leu Pro Ser 

5 10 

Xaa Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 

15 15 20 

Gly Gly Gly Gly Gly Asn Asn Lys Xaa Gly 

25 30 

Xaa Xaa Val Ser lie Asn Ala His Gin Lys 

35 40 

20 Val 
41 

ou de la sequence (VII) suivante (SEQ ID N" 7) : 

Asp Glu Lys Pro Lys Leu lie Xaa Pro Xaa 

5 10 

25 Xaa Ala Pro Xaa Asn Leu Xaa Gin Leu Val 

15 20 

Gly Gly Gly Gly Gly Asn Asn Lys Lys Xaa 

25 30 

Xaa Gly Val Xaa Val Xaa Xaa Ala Gin 

30 35 39 

D'autres sequences en acides amines de peptides dotes 
de proprietes antibacteriennes tels qu ' inductibles chez 
Phormia terranovae , repondent a la sequence VIII suivante 
(SEQ ID N" 8) : 

35 Asp Glu Lys Pro Lys Leu lie Leu Pro Thr 

5 10 

Pro Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 

15 20 
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Gly Gly Gly Gly -Gly Asn Arg Lys Asp Gly 

25er 30 
Phe Gly Val Ser Val -Asp Ala His Gin Lys 

35 40 
5 Val Trp Thr Ser Asp Asn Gly Arg His Ser 

45 50 
lie Gly Val Thr Pro Gly Tyr Ser Gin His 

55 60 
Leu Gly Gly Pro Tyr Gly Asn Ser Arg Pro 
10 65 70 

Asp Tyr Arg lie Gly Ala Gly Tyr Ser Tyr 

75 80 

Asn Phe 
82 

15 Dans les sequences (III) a (VIII), la threonine ou la 

serine en position 10 et/ou celle en position 54 est (sont) 
substituee(s) par un groupe glycosyle comme dfefini ci- 
dessus. 

Le groupe glycosyle est avantageusement un motif 
20 osamine lui-merae substitu6 par un ou plusieurs motifs ose. 
Un groupe glycosyle appropri6 pour disposer de 
glycopeptides antibacteriens correspond & un groupe (N- 
acy lhexosamine ) -hexose , en particulier N-acetyl - 

galactosamine ou N-ac6tyl glucosamine, ce groupe etant lui- 
25 meme substitue par un ou plusieurs motifs ose, en 
particulier fucose et/ou galactose et/ou glucose. 

D'autres glycopeptides pref£r6s sont tels 
qu ' induct ibles chez les hym6nopteres, notamment chez les 
abeilles. 

30 D f autres glycopeptides encore sont du type de ceux 

induct ibles chez les h&nipt&res, par exemple chez 
Pyrrhocorifi apterus . 

Des glycopeptides particulierement prfeferes de ce type 
comprennent ou sont constitufes par un enchainement d'acides 
35 amines, tel que d6termin6 selon la d6gradation d f Edman, 
prfesentant la sequence (IX) suivante (SEQ ID N° 9) : 
Val Asp Lys Gly Ser Tyr Leu Pro Arg Pro 

5 10 
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Thr Pro Pro Arg Pro lie Tyr Asn Arg Asn 

15 20 
Dans cette sequence, le motif threonine en position 11 
est substitu6 par un groupe glycosyle tel que d6fini ci- 
5 des gus- 
li 'invention vise 6galement les fragments ou variantes 
des glycopeptides dfefinis ci-dessus, des lors que ces 
fragments ou ces variantes sont reconnus par des anticorps 
diriges contre lesdits peptides et/ou possedent des 
10 caract6ristiques de charge et/ou d ' hydrophobic! te ou 
d'hydrophilie leur confferant une activite antibacterienne 
contre des germes & Gram nSgatif, telle qu'observee chez 
les glycopeptides natifs. Par variantes, on entend des 
glycopeptides dans lesquels un ou plusieurs acides amines 
15 sont d616t6s, substitu6s par un groupe autre qu'un 
glycosyle, ou remplac&s par un autre aclde aminfe de charge 
voisine* 

Les caractferistiques d 1 hydrophilie et d 1 hydrophobicitfe 
des acides amin&s sont donn&es par Kyte et al dans J. Mol. 
20 Biol,, 157, 105-132, 1982. 

Les anticorps formes contre les glycopeptides et leurs 
fragments et variantes entrent 6galement dans le champ de 
1' invention. 

Selon un autre aspect, l 1 invention vise les sequences 
25 de nucleotides comport ant 1 ' information gen&tique 
correspondent aux acides amin&s des glycopeptides definis 
ci-dessus. 

Elle vise 6galement les sequences de nucleotides 
capables de s'hybrider dans des conditions stringentes avec 
30 les sequences ci-dessus. 

Par conditions stringentes, on entend les conditions 
d&finies dans l'ouvrage "Molecular Cloning" de Sambrook, 
Fritsch, Maniatis, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press . 

35 L' invention vise en outre les sequences de nucleotides 

compiementaires de celles dfefinies plus haut, ainsi que les 
ARN correspondants . 
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Les vecteurs d f expression et/ou de clonage comportant 
au moins un fragment des sequences de nuclEotides dEfinies 
ci-dessus font Egalement partie de 1' invention, ainsi que 
les hdtes trans formes par ces vecteurs. 
5 A titre d'exemples, des hdtes appropri&s pour la mise 

en oeuvre de l f invention comprennent des bactEries, telles 
que E.coli, des levures ou encore des cellules 
d'arthropodes, de vertEbrEs ou de plantes. 

L' invention concerne Egalement les produits 
10 d v expression des vecteurs ci-dessus. 

La structure chimigue des glycopeptides & activity 
antibactErienne ayant EtE caractErisee comme indiquE ci- 
dessus, I'homme de l'art choisira aisement les techniques 
les plus appropriEes pour leur Elaboration. 
15 En opErant par voie de synthEse, on a aisEment accEs 

aux structures des glycopeptides tels qu • inductibles chez 
les arthroprodes et a leurs variantes. 

On procEde avantageusement d. la substitution d f un ou 
de plusieurs des acides aminEs de la sequence, avec un 
20 groupe glycosyle, puis & 1 f introduction de groupes de 
blocage des fonctions E protEger et on forme une chaine 
peptidique dEterminEe, avantageusement £ l'aide d'un 
synthEtiseur, le ou les acides amines substitues Etant 
introduits sequentiellement afin d'occuper la position 
25 souhaitee dans la sequence. Les groupes de blocage sont 
elimines en fin de synthase • 

En variante, on prepare le peptide avec une protection 
particuliere pour l'acide aminE E substituer par le groupe 
glycosyle. 

30 On procEde ensuite E 1 • Elimination du groupe 

protecteur de cet acide aminE uniquement, puis on introduit 
le groupe glycosyle protege. Les groupes protecteurs des 
autres acides amines et ceux du glycosyle sont alors 
Elimines. 

35 Selon une variante, ces glycopeptides peuvent St re 

obtenus selon les techniques du gEnie genetique en 
introduisant dans un vecteur appropriE les sequences de 
nucleotides capables d'exprimer le squelette peptidique du 
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glycopeptide recherche, et en rfealisant 1' expression dans 
un h6te capable d f assurer une glycosylation post- 
traductionnelle. En variante, lorsque l f h6te utilis6 ne 
peut assurer cette fonctionnalisation, on a recours aux 
5 voles de synthase chimiques. 

Selon encore une autre variante, ces glycopeptides 
sont obtenus en immunisant des arthropodes renfermant des 
g6nes capables de coder pour le ou les glycopeptide ( s ) 
recherch6(s), notamment par injection de bactSries, en 

10 quantity suffisante pour provoquer leur synthase, ou par 
traumatisme, tel qu'une blessure septique. Quelques heures 
apr&s l f immunisation, ou le traumatisme, les glycopeptides 
sont extraits puis fractionnes et la ou les fractions 
correspondant au(x) glycopeptide(s) recherch6(s) isolee(s). 

15 L ' extraction est r6alis6e dans des conditions 

permettant d'6viter tout phfenomfene de degradation des 
glycopeptides, tel qu'oxydation ou action de proteases. 

Pour la purification des produits, on utilise avec 
avantage des supports tres peu rfetensifs et possfedant un 

20 pouvoir separateur elev&. Des supports appropries sont 
choisis parmi les supports utilises en phase inverse. 

La mise en oeuvre de ces dispositions permet d'isoler 
des glycopeptides, sous forme pure, d partir d'animaux 
aussi pet its que des adultes de drosophile. 

25 On notera de plus que cette technique . d f extraction, 

telle que decrite dans les exemples, permet d'isoler des 
glycopeptides dont la fragilite est bien connue. 

Les proprietes antibactdriennes conferees aux peptides 
de l f invention par le groupe glycosyle ont 6te mises en 

30 evidence dans des tests d 1 inhibition de croissance de 
bact6ries & Gram nfegatif et de bact6ries A Gram positif . A 
titre illustratif, des resultats sont donnes dans les 
exemples. Des cultures bacteriennes pathogfenes, comme les 
enterobacteries, effectu6es a partir de pr61evements sur 

35 des patients ont 6t6 mises ensuite en boite g&Losee. Le 
depat de glycopeptides selon 1* invention sur ces bacteries 
a montr6 leur grande efficacite bactericide. Ces proprietes 
sont mises a profit pour 1 1 elaboration d' agents 
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antibact&riens utilisables en therapeutique humaine ou 
animale, ou pour tr alter un environnement donnfe. 

L' invention vise: done 1' utilisation, pour ^laborer des 
agents et compositions antibactferiens, de peptides 
5 renfermant au moins umcacide amin& - O - substitue par un 
groupe contenant un ou plusieurs motifs oses et/ou osamine, 
un poly-ose et/ou -osamine, possddant une activite 
antibact6rienne con£6r6e par le ou les groupes de 
substitution glycosyle. 

10 Ces compositions sont caracterisfees en ce qu'elles 

renferment une quantit6 efficace des glycopeptides definis 
ci-dessus, en association avec un v£hicule inerte approprie 
pour 1 ' application envisages. 

II est avantageux d'incorporer des excipients tels 

15 qu 1 inhibiteurs de proteases, antioxydants et inhibiteurs de 
multiplication des bact6ries. 

Les compositions ou agents destines & la thferapeutique 
humaine ou vStferinaire se pr§senteront avantageusement sous 
forme de solutions injectables, ou sous une forme pour 

20 usage ex t erne, telle que pommades, cr&nes, poudres, ou 
solutions * 

lis sont particuli&rement indiquds dans le cas de 
septic&mies, ou encore pour le traitement des yeux, des 
oreilles, des soins buccaux et dentaires et en gynecologie. 
25 On a recours avantageusement aux posologies 

habituelles dans ces domaines. 

Les compositions de l 1 invention presentent &galement 
un grand int6ret en agrochimie comme agents 
phytosanitaires . Elles sont avantageusement utilis&es sous 
30 forme de poudres ou de solutions d'epandage. 

L* utilisation des compositions et agents 
antibactferiens de . 1" invention dans 1' Industrie agro- 
alimentaire permet d'empecher la contamination par des 
germes h Gram nfegatif, pendant la fabrication de produits 
35 et leur conservation, 

L ' invention vise 6galement les genomes de plantes tels 
que modifies par la presence de g&nes codant pour les 
glycopeptides antibactdriens definis ci-dessus. Ces 
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cellules v6getales et plantes sont choisles parmi celles 
capables d' assurer la glycosylation des sequences 
peptidlques de maniere & leur conferer une activite 
antibacterienne. On dispose ainsi de plantes resistant a 
5 des agents pathog&nes. 

A titre illustratif , on rapporte dans les exemples qui 
suivent d'autres caract&ristiques et avantages de 
1' invention. 

Dans ces exemples, il est fait r6f6rence aux figures 1 
10 et 2 qui reprfesentent respectivement 

- la figure 1, la variation de l'absorbance en 
fonction du temps d'un peptide 61uS selon 1* invent ion, et 

- la figure 2, des sequences de nucleotides capables 
de coder pour un peptide de 1' invention. 

15 Example 1 : Obtention de glycopep tides antibactferiens 

par extraction & partir de la drosophile. 

- M6thode d f induction de la synthese biologique. 

Les drosophiles sont anesth&siees au gaz carbonique et 
immunis&es par piqure au niveau thoracique & proximit6 de 

20 1' insertion alaire a 1 f aide d 1 une aiguille plongfee avant 
chaque inoculation dans une suspension bact6rienne de 

Microccocus luteus (Gram positif) et d' Escherichia CQli 

1106 (Gram negatif). Les insectes sont conserves & 25 Q C 
durant 24 heures et tu£s par congelation dans 1' azote 

25 liquide. 

Extraction, fractionnement et purification des 
glycopeptides synth6tis£s : 
* extraction 

Les pattes, les ailes et les tetes d'adultes de 
30 drosophiles sont £liminees par tamisage, les thorax et les 
abdomens sont broy6s en presence d' azote liquide durant 30 
minutes dans un mortler maintenu au froid. A la poudre 
ainsi obtenue sont ajout&s 10 volumes d'eau acidifide 
[0,1 % d'acide trifluoroacfetique (TFA 0,1 %)] contenant de 
35 l f aprotinine (total de 2 mg). Apres 30 minutes d* ex tract ion 
sous agitation, l'extrait est centrifuge a 10.000 rpm 
pendant 30 minutes & 4°C. Le surnageant ainsi obtenu est 
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imm&diatement soumis aux differentes 6tapes de la 
purl f icat ion . 

♦Fractionnement de 1' extra! t sur cartouches Sep-Pak 

Cl8 

5 Apr&s dfepdt de l'extrait sur un support de phase 

inverse, tel que commercialise sous forme de cartouches 
sous la marque Sep-Pak Ci8 B , par Waters Millipore, les 
molecules & caract&re hydrophile sont &limin£es par un 
simple lavage par 5 ml d'eau acidifiee (TFA 0,05 %). 

10 L'61ution des molecules hydrophobes est r&alisee avec des 
solutions de 10,40 et 80 % d'acfetonitrile en eau acidififee 
(TFA 0,05 %). 

Les fractions recueillies sont d6nomm&es "Elution 
10 %"', "Elution 40 %" et "Elution 80 %" et concentr6es sous 

15 vide. Les fractions sont ensulte reconstitufees avec de 
l f eau Milli Q avant 1' analyse en HPLC. 

*Purification par HPLC des molfecules A activity 
antibact&rienne . 

a- Premi&ra 6tape de purif ication 

20 La fraction "Elution 10 % n est analysee sur une 

colonne de phase inverse Aquapore OD 300 Ci8 R avec un 
gradient lineaire d ' acetonitrile de 0 a 40 % dans l'eau 
acidifi&e (TFA 0,05 %) en 90 minutes (soit une augmentation 
de 0,44 % d' acetonitrile par minute) pour un d&bit de 1 

25 ml/min. 

La fraction "Elution 40 %" est analysfee sur la meme 
colonne que la fraction "Elution 10 %". L'61ution est 
r&alis6e dans un gradient lin&aire d 1 acetonitrile de 2 a 
52 % dans l'eau acidlfi&e (TFA 0,05 %) en 90 minutes 

30 (progression de 0,55 % d v acetonitrile par minute) & un 
d6bit de 1 ml/min. 

La fraction "Elution 80 %" est analysee sur une 
colonne de phase inverse Aquapore RP 300 C8. L' elution est 
r&alis&e dans un gradient lineaire d 1 acetonitrile de 10 & 

35 60 % dans l'eau acidifiee (TFA 0,05 %) en 90 minutes (soit 
une progression de 0,55 % d 1 acetonitrile par minute) pour 
un debit de 1 ml/min. 
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La collecte des fractions est rtalisee suivant la 
variation de 1 1 absorption & 225 nm, en tenant compte des 
6paulements . Chaque fraction ainsi recolt6e est attribuable 
& un pic de densite optique, 
5 Toutes les fractions sont 6vapor6es & sec sous vide et 

reconstitutes dans de l'eau Milli Q. L 1 activity 
antibact£rienne de chaque fraction est detectee par la 
technique du test d f inhibition de croissance en milieu 
liquide sur des fractions aliquotes de 10 pi : une telle 
10 fraction £quivaut a un extrait de 300 adultes de 
drosophiles . 

b- Purification. finale 

Deux 6tapes supplementaires sont n&cessalres & la 
purification finale des molecules & activite 

15 antibactferienne. Les fractions "Elution 10 %** pr6sentant 
1* activity biologique sont analysees sur une colonne de 
phase inverse Aquapore OD 300 Ci8 R * L' elution est r£alis6e 
dans un gradient linfeaire d ' acfetonitrile de 0 a 20 % dans 
l'eau acidifi6e (TFA 0,05 %) en 90 minutes (soit une 

20 progression de 0,22 % d ' acStonitrile par minute) pour un 
dfebit de 0,8 ml/min. 

Les fractions qui pr6sentent une activite 
antibacterienne, mesuree selon la methode indiqu&e ci- 
apr&s, sont purifi&es sur la colonne pr6c6demment dfecrite 

25 dans un gradient linfeaire d ' acfetonitrile de .0 & 20 % dans 
l'eau acidififee (TFA 0,05 %) en 90 minutes pour un debit de 
2 ml/min. 

On rapporte sur la figure 1, la variation de la 
density optique DO & 225 nm en fonction du temps lors de 
30 l'6tape de purification finale du glycopeptide. La ligne en 
pointilles correspond a 1 ' acetonitrile (en %) ajoute pour 
la purification. La fltehe en trait plein (i) designe le 
glycopeptide purifie et celle en pointilles (J) dfesigne le 
peptide de synthese dont il sera question ci-apr6s. La 
35 colonne (f) repr6sente I'activitfe antibactfer ienne . 

La masse molaire mesuree est de 2564,4 daltons. 
L' analyse de la microsequence est rfealisee en 
procedant a une degradation d'Edman automatis6e du peptide 
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et & la detection des derives de ph6nylthiohydanto!ne sur 
un sequenceur automatique & liquide pulse (Applied 
Biosystems) modele 473 A ou 477 A, 

L 1 analyse des acldes amines est effective sur un 
5 analyseur 420 A (Applied Biosystems) avec analyseur HPLC et 
microordinateur . 

Le peptide est hydrolyse 4 120 °C durant 24 heures avec 
HC1 6N en phase gazeuse ( Pico-Tag , Millipore). On forme des 
derives avec le phenyl isothiocyanate, puis on detecte les 
10 acides amines a 254 nm. 

Le peptide Isold et pur if ±6 correspond k la sequence 
(II) en acides amines donn6e plus haut et comporte un 
groupe de substitution N-acetylgalactosamine-galactose sur 
le motif threonine, comme d&nontre par HPLC et 
15 spectrom&trie de masse. 

La mesure de 1' activity biologique a 6t6 r6alis6e par 
la methode sulvante : 

♦Preparation des souches pour le test antibact6rien 
Pour chaque souche, une colonie isolee est prelevee et 
20 mise en suspension dans 30 ml de milieu PB (milieu LB 
ddpourvu d'extrait de levure) et incubee a 30 °C pendant une 
nuit sous agitation lente. Les bacteries en phase 
exponentielle de croissance sont ramenees par dilution dans 
du milieu PB frais a une concentration de 400.000 
25 UFC( unites formant des colonies) /ml pour JL.COUL et 40.000 
UFC/ml pour M. luteins (soit une D0600=0,001). 
♦Realisation du test antibacterien 

L'echantlllon d tester (10 pi) est depose dans des 
puits de plaques de microtitration dans lesquels sont 

30 a j out 6s 100 pi d'une culture bacterienne en phase 
exponentielle de croissance ramenee a D0600 = 0,002. Apr£s 
24 heures d 1 incubation a 25 °C, la croissance bacterienne 
est mesur&e & 600 nm. L* inhibition de croissance des 
bacteries, qui refl&te I'activite antibact6rienne, est mise 

35 en evidence par la difference de D0600 existant entre les 
fractions testees et une culture temoln dans laquelle les 
10 pi d ? 6chantillon sont remplac6s par 10 pi d'eau sterile. 
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Les rfesultats obtenus sont rapportfes dans le tableau 
ci-apr£s et sont exprimfes en UFC/ml x 103. 



Temps d ' incubation 


1 min 


1 h 


3 h 


5 h 24 h 


Glycopeptide 


1088 


1026 


688 


600 323 


antibacterien 










Experience de controle 


1220 


1164 


1200 


1250 1088 



Ces rfesultats mettent bien en evidence l'activitfe 
10 bactericide des produits de 1' invention. 

A titre de comparaison, on a pr6par6 par voie de 
synthase en utilisant un synth6tiseur de peptides tel que 
celui indiqufe ci-dessus, un peptide pr6sentant le squelette 
en acides amines de 1 ' enchainement I, mais dans lequel la 
15 threonine en position 11 , contrairement au glycopeptide de 
l f invention, n f est pas glycosyle. 

La sequence du peptide synthfetique a 6t6 v6rifi6e en 
effectuant une degradation d'Edman et en determinant la 
masse molaire & I'aide d'un spectromfrtre de masse VG 
20 Biotech Bio Q. 

On constate une eiution differente du peptide en HPLC, 
comme le montre la figure 1. 

La determination de la masse molaire donne une valeur 
de 2199,6 daltons qui differe de 364,8 daltons de celle du 
25 glypeptide de l v exemple 1. 

De plus, ce peptide synthfetique, dfepourvu de 
groupement glycosyle, prfesente une activite biologique 
10000 fois infferieure d celle du glycopeptide de l'exemple 
1. 

30 Afin de prouver que la difference entre le 

glycopeptide et ce peptide synthetique provient de la 0- 
glycosylation sur la threonine en position 11, le 
glycopeptide purifife de I'exemple 1 a fetfe soumis & 1' action 
de HF anhydre, qui hydrolyse spfecifiquement les liaisons 0- 

35 glycosyle. 
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Ce trait ement a conduit principalement & un compost de 
2199,6 daltons, done de m§me masse que le peptide 
synth6tlque non substitufe et 4 un coraposfe de 2403,0 
daltons. En revanche, le m&ne traitement appliqu6 au 
5 peptide synth6tique n f alt6re pas ce dernier dont la masse 
molaire reste inchang£e. 

Le groupe glycosyle est identifiS comme etant un 
groupe N-acetylgalactosamine-galactose . 

Exemple 2 : Sequences de nucl6otides codant pour des 
10 glycopeptides antibactSriens . 

. Isolement de clones d'ADNc : 

& l'aide d'une sonde d6g6n6ree 5 f TAG GGN CGN GGC TTG 
CC 3' et a partir de 30 000 phages contenant 1' insert 
correspondant, on proc&de au criblage d'une banque d'ADNc 
15 de drosophile ( 1 ' 61aboration de cette banque est rapportee 
ci-aprfes ) . 

On obtient 30 clones d 1 hybridation positifs. 
• Sequengage 

Dix de ces clones sont sequences. On constate que les 
20 inserts contiennent tous un cadre ouvert de lecture de 65 
codons commengant avec une m6thionine, Les inserts 1 a 9 ne 
montrent pas de variation de sequence. Le plus long est 
represents sur la figure 2 (SEQ ID N° 10). L f insert 10 (SEQ 
ID N° 11) montre des variations de bases qui sont 
25 representees sur la figure 2. Le signal consensus de 
polyaddnylation AATAAA est indique en caracteres gras. La 
premiere ligne de la sequence de nucleotides correspond d 
celles des clones 1 a 9, la deuxieme ligne mentionne les 
bases diff6rentes du clone 10, les autres bases etant 
30 identiques & celles donnees sur Ja premiere ligne ne sont 
pas indiquSes. 

La sequence en acides amines d£duite correspond a un 
prfecurseur de la sequence peptidique du glycopeptide de 
l'exemple 1 et presente 1 1 enchainement I donne ci-dessus. 
35 Cet enchainement I coraporte la sequence II de 19 acides 
amines et dans la partie N-terminale un signal peptidique 
potentiel (motifs 1 & 19) et un dipeptide Thr-Pro (en 
positions 20 et 21 ) . La partie C-terminale comprend un 
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peptide de 22 acides amines (occupant les positions 43 k 64 
dans 1' enchainement I) sfeparfe de 1 ' enchainement II par un 
site de clivage dibasique Arg^Arg (en positions 41 et 42). 
. Preparation de la banque d'ADNc 
5 On prepare une banque d'ADNc de taille s61ectionn6e en 

soumettant & un challenge bact6rien des larves de 
drosophile au troisieme stade larvaire. L* ARN enrichi en 
poly (A) est extrait conune d6crit par Reichhart et al dans 
EMBO J. 11, 1469-1477 (1992). Une banque #\ gt 22 est 
10 construite en utilisant le syst&ne Superscript lambda 
commercialism par Gibco BRL. Les ADNc sont sous-clon6s dans 
Mt3mpl9. Les deux brins sont s6quenc6s en utilisant la 
m6thode au didfeoxy de Sanger avec le kit de sfequengage 
commercialism sous la marque Sfequanase R par USB. 
15 Example 3 : Obtention de glycopeptides antibacteriens 

par expression chez Saccharomices cerevisae. 

En operant selon les techniques classiques du genie 
g6n6tique, on insure dans un vecteur une sequence de 
nucleotides d'un clone d'ADNc de 1' exemple 2 et on r6alise 
20 1' expression chez Saccharomices cerevisae* 

Le glycopeptide produit est r6cup6r6 et analyst pour 
verifier sa sequence. 

" Example 4 : Obtention par voie de synthese de 
glycopeptides antibact6riens du type de ceux induits chez 
25 Phormia terranovae. 

On fait r6agir une thrfeonine avec une N- 
acfetylgalactosamine. On proc&de au blocage des groupes 
hydroxyle de la galactosamine & l'aide de groupes 
protecteurs utilises habituellement 4 cet effet. On utilise 
30 par exemple du chlorure de benzoyle pour protfeger les 
groupes hydroxyle avec un radical benzoyle. 

L 1 enchainement . d f acides amines de la sequence VI 
donnfee plus haut est realise & l'aide d'un synthfetiseur de 
peptides, tel qu'utilisfe dans 1' exemple 1. 
35 L' analyse par spectromfetrie de masse du produit obtenu 

et la degradation d'Edman permettent de v6ri£ier que le 
glycopeptide recherch6 a bien 6t6 synthfetisfe. 
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Kxgmple 5 : Obtention de glycopeptides antibactferiens 
par extraction & partir de Phormla tftrranovae- 

- Induction de la synthase biologique. 
Des larves de troisieme stade de Phormia terranovae sont 
5 blessfees par piqure & I'aide d'une aiguille plongfee 
prealablement dans une suspension bacterienne, par exemple 
d * JSnterobantp.r-cloacae . 

Extraction, fractionnement et purification des 
glycopeptides synth&tises • 
10 AprSs 24 heures, le sang est pr61evfe par incision de 

la cuticule et soumis & cent rifugat ion & 36000 g, pendant 
20 min, & 4°C. 

Le surnageant est additionne d f acide ac6tique et 
chaufffe £ 100 C C, pendant 4 min. Les protfeines prfecipitees 

15 sont 61imin6es par centrifugation et le surnageant est 
appliqu& sur une colonne 6changeuse de cations, 6quilibr6e 
avec un tampon d'acfetate d f ammonium 40 a 500 mM. 

On vferifie 1' activity biologique des peptides obtenus 
en op6rant comme d6crit dans l f exemple 1, par exemple en 

20 6tudiant l'activitfi vis-a-vis de K^coli. I*es peptides 
actifs obtenus sont filtrSs sur cartouche Sep Pack C18 
Waters** et purififes en chromatographie liquide, HPLC phase 
inverse sur une colonne Baker-Bond CI 8 WP R . L'elution est 
effective selon un gradient lin6aire avec de 

25 l'ac&tonitrile. 

On soumet l f un des peptides actifs fraichement isol6 & 
la degradation d f Edman et on determine sa masse 
mol6culaire. 

La sequence en acides amines obtenue repond & la 
30 sequence (VIII) donnee plus haut, sa masse mol6culaire est 
de 9440,4 (± 3). Les rfisidus threonine en positions 10 et 
54 sont 0-glycosyl6s. Cette 0-glycosylation correspond sur 
chacune de ces positions & un groupe N-acetyl hexosamine- 
hexose. En particulier, les residus threonine sont 
35 substitues par des groupes N-acetylgalactosamine-galactose- 
glucose. Par traitement avec de l f acide f luorhydrique HFA, 
on observe une diminution de la masse molfeculaire & 8692,6 
et une perte de l'activite biologique. 
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Comme pour le peptide de I'exemple 1, on notera avec 
int6r§t que la O-glycosylation est nfecessaire pour 
l'activit6 biologique des peptides. 

Ces substitutions peuvent etre plus complexes que 
5 celles d6j& indiqufees correspondant a un groupe N-ac6tyl- 
hexamine-hexose. En effet, les extractions des peptides 
actifs ont 6t6 realises en milieu acide et peuvent done 
conduire a une alteration de la chaine de substitution. 

En opferant dans des conditions plus douces, il est 
10 alors possible d'obtenir des peptides actifs comportant un 
groupe glycosyle substitufe en outre par exemple par un 
radical de 1* acide sialique et/ou un fucose. 

Example 6 : Obtention de glycopeptides antibact6riens 
a partir de Pyr-rhocoris anterus. 
15 - Immunisation et obtention de 1 ' h&nolymphe . 

On recueille les adultes de P-apterus durant l'6te sur des 
feuilles d' hibiscus. On injecte & 1000 insectes une 
suspension de 2 pi contenant 2500 cellules de M.luteus 
(bacteries h Gram positif) et 2500 cellules de E .co li 
20 (bactferies k Gram nfigatif). 

A diffferents intervalles de temps, on recueille 
l'hfemolymphe (environ 3 pl/insecte) en sectionnant une 
antenne et en pressant doucement le corps de l'insecte. Les 
h&nolymphes sont rassembl6es et placees dans un puits en 
25 plastique pr6-refroidi en presence d'aprotinine (Sigma A- 
62-79, concentration finale : 10 pg/ml d 1 h&nolymphe ) comme 
inhibiteur de proteases, et de phenyl thiourfee 
(concentration finale : 1 \xg/ml d 1 h6molymphe ) comme 
inhibiteur de mfelanisation. L'h&nolymphe est centrifugee a 
30 13000 g pendant 1 heure a 4°C. 

On observe une forte activit6 anti-bact6rienne dans 
les 24 heures suiyant 1* injection. Cette activity est 
maintenue jusqu f & 72 heures. Le volume total d ' hfemolymphe 
collect6e est de 2,2 ml. 
35 Apr6s 1' elimination des cellules sanguines par 

centrifugation, on applique les surnageants, comme indiqu6 
dans les exemples ci-dessus, sur une cartouche Sep-Pak 
Cl8 R . 
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L f activity antibact§rienne est r6cup6rfee par 61ution 
avec 50 % d 1 acfetonitrile dans de l'eau acidifi6e (0,05 % 
TFA) . 

Les fractions actives sont rassembl6es et appliqu6es 
5 sur une colonne HPLC d' exclusion de taille, puis on 
effectue une elution isocratique avec 30 % d ' acfetonitrile 
dans de l'eau acidifi6e (0,03 % de TFA) . 

Les activitfes antibacteriennes des fractions sont 
verifi6es en dosant des quantites aliquotes et en 
10 effectuant des tests d' inhibition de croissance sur plaques 
vis-a-vis de diffferents micro-organismes. Une activity 
anti-JEL*JCQli est dfetectee dans la fraction 1 correspondant a 
des masses molfeculaires de 10 £ 30 kDa, et une activite 
antibacterieime dirigee contre E.CQli et M gluteus, dans la 
15 fraction 2 avec des masses mol6culaires inferieures a 10 
.kDa. 

La fraction 1 est ensuite soumise k une HPLC Ci8 en 
phase inverse et les molfecules actives sont d'abord eluees 
avec un gradient variant de 2 & 52 % d ' acetonitrile dans de 

20 l'eau acidifiee (90 min, d4bit 1 ml/min). On effectue une 
nouvelle chromatographie sur la meme colonne avec un 
gradient plus faible de 15 a 35 % d ' ac6tonitrile dans de 
I'eati acidifiee (pendant 90 min) avec un dfebit plus fort (2 
ml/min). On recupere un produit apparaissant pur, appele 

25 peptide A. 

La fraction 2 est soumise 6galement h une 
chromatographie HPLC Ci8 en phase inverse avec un gradient 
de 2 a 52 % d f acetonitrile dans de l'eau acidififee (0,05 % 
de TFA). 

30 Deux zones present ant une activity anti-bacterienne 

sont r6cup6r6es : l'une correspond a un peptide, appele 
peptide B, pr6sentant une activite anti-M. luteus et la 
deuxi&ne & un peptide appel6 peptide C, qui est actif vis- 
&-vis de E-coli . 

35 Le peptide C apparait constitue par un melange de 

composes et est sounds & une purification supplementaire a 
l'aide de deux processus successifs de chromatographie 
(HPLC, gradient de 10 h 30 %, suivi d'un gradient de 5 a 
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25 % d'ac6tonitrile dans de I'eau acidifiee, 0,05 % de TFA, 
90 min pour chaque gradient). On obtient ainsi le peptide C 

sous forme pure 

- Determination de la structure primaire du peptide C. 
5 On soumet le peptide C & la reaction de degradation 

d'Edman. 

La determination de la sequence en acides amines 
montre que le peptide C cpmporte 20 rfesidus et correspond a 
1 ' enchainement IX donnfe ci-dessus. La mesure par 
10 spectrom6trie de masse de la masse moieculaire conduit a 
une valeur de m/z .» 2543,3. 

Les signaux observes pour le r6sidu en position 11 
sont analogues d ceux observes pour le r6sidu threonine du 
peptide selon 1 ' exemple 1 , tel qu ' induit chez la 
15 drosophile. 

La difference entre la masse calculee du peptide 
(2340,2 Da) et la masse experimentale (2543,3 Da) est de 
203,1 Da, ce qui correspond & un motif N-acetylhexosamine 
(221,18 Da) avec une mol6cule d'eau necessaire pour la 
20 liaison glycane. Le groupe de substitution du motif 
threonine est un groupe ^acetylgalactosamine. 

Example 7 : Formulation utilisable pour traiter des 
septicemies a enterobacteries . 

1) Peptide de l f exemple 1 : 10 a 100 mg 
25 Excipient : eau physiologique. 

2) Peptide de 1' exemple 6 : 10 h 100 mg 
Excipient : eau physiologique. 

La formulation est administree par voie injectable 4 
fois par jour, pendant une semaine. 
30 Dans ces essais, aussi bien que dans les nombreuses 

autres experiences realis6es selon 1* invention, on constate 
I'effet bactericide puissant et rapide des peptides de 
l 1 invention qui permet un traiteraent efficace des 
septicemies . 
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LISTE DES SEQUENCES 

(1) INFORMATION GENERALE: 

5 (i) DEPOSANT: 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE (C N R S) 

(B) RUE: 3 rue Michel Ange 

(C) VILLE: PARIS 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75794 CEDEX 16 

(±i) TITRE DE L f INVENTION : 

GLYCOPEPTIDES , LEUR PROCEDE D'OBTENTION, 
15 ET LEURS APPLICATIONS BIOLOGIQUES 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 11 

20 (iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ? EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patent In Release #1.0, 
25 Version #1.25 (OEB) 

(v) DONNEES DE LA DEMANDE ACTUELLE: 

NUMERO DE DEPOT: PCT/FR (en attente) 



30 



45 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N° : 1: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 64 acides amines 
35 (B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lindaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 

40 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: 

(A) NOM/CLE: Peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1. .64 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° : 1: 



Met Lys Phe Thr lie Val Phe Leu Leu Leu 

5 10 

Ala Cys Val Phe Ala Met Ala Val Ala Thr 

15 ~ 20 

50 Pro Gly Lys Pro Arg Pro Tyr Ser Pro Arg 

25 30 
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Pro Thr Ser His Pro Arg Pro lie Arg Val 

35 40 
Arg Arg Glu Ala Leu Ala lie Glu Asp His 

45 50 
5 Leu Ala Gin Ala Ala lie Arg Pro Pro Pro 

55 60 

lie Leu Pro Ala 
64 

10 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N° : 2 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 acides aminfes 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 



15 



35 



40 



(ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: 

(A) NOM/CLE: Peptide 
20 (B) EMPLACEMENT: 1..19 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 2: 
Gly Lys Pro Arg Pro Tyr Ser Pro Arg Pro 

5 10 
25 Thr Ser His Pro Arg Pro lie Arg Val 

15 19 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N° : 3 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 82 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: 

(A) NOM/CLE: Peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1..82 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N p 3 

Asp Glu Lys Pro Lys Leu lie Leu Pro Thr 

5 10 

Pro Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 
45 15 20 

Gly Gly Gly Gly Gly Asn Arg Lys Asp Gly 

25 30 
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Phe Gly Val Ser Val Asp Ala His Gin Lys 

35 40 

Val Trp Thr Ser Asp Asn Gly Gly His Ser 

45 50 

5 lie Gly Val Ser Pro Gly Tyr Ser Gin His 

55 60 

Leu Pro Gly Pro Tyr Gly Asn Ser Arg Pro 

65 70 

Asp Tyr Arg lie Gly Ala Gly Tyr Ser Tyr 
10 75 80 
Asn Glu 
82 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N°: 4 : 
15 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 82 acides amines 

(B) TYPE: aclde amin6 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

20 (ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : 

(A) NOM/CLE: Peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1..82 

25 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 4: 

Asp Glu Lys Pro Lys Leu lie Leu Pro Thr 

5 10 

Pro Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 
30 15 20 

Gly Gly Gly Gly Gly Asn Arg Lys Asp Gly 

25 30 

Phe Gly Val Ser Val Asp Ala His Gin Lys 

35 40 

35 Val Trp Thr Ser Asp Asn Gly Arg His Ser 

45 50 

lie Gly Val Thr "Pro Gly Tyr Ser Gin His 

55 60 

Leu Gly Gly Pro Tyr Gly Asn Ser Arg Pro 
40 65 70 

Asp Tyr Arg lie Gly Ala Gly Tyr Ser Tyr 

75 80 
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Asn Phe 
82 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N°: 5 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 41 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE : 

(A) NOM/CLE: Peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1..41 

(C) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie acide 
15 amine variable 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 5 : 
Asp Glu Lys Pro Lys Leu Val Leu Pro Ser 

5 10 
20 Xaa Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val . 

15 20 
Gly Gly Gly Gly Gly Asn Asn Lys Xaa Gly 

25 30 
Xaa Xaa Val Ser lie Asn Ala Ala Gin Lys 
25 35 40 

Val 
41 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N* : 6 : 
30 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 41 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: 

(A) NOM/CLE: Peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1. .41 

40 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N 8 6 : 
Asp Glu Lys Pro lys Leu Val Leu Pro Ser 

5 10 
Xaa Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 
45 15 20 

Gly Gly Gly Gly Gly Asn Asn Lys Xaa Gly 

25 30 



WO 94/05787 



PCT7FR93/00853 



29 



Xaa Xaa Val Ser lie Asn Ala His Gin Lys 

35 40 

Val 
41 

5 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N°: 7 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

10 (D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 

(ix) CARACTERI ST IQUE ADDITIONNELLE: 
15 (A) NOM/CLE: Peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1..39 

(C) AUTRES INFORMATIONS : Xaa signifie acide 

amine variable 

20 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 7 : 

Asp Glu Lys Pro Lys Leu lie Xaa Pro Xaa 

5 10 
Xaa Ala Pro Xaa Asn Leu Xaa Gin Leu Val 

15 20 
25 Gly Gly Gly Gly Gly Asn Asn Lys Lys Xaa 

25 30 
Xaa Gly Val Xaa Val Xaa Xaa Ala Gin 

35 39 

30 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N° : 8 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 82 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 



35 



(ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: 
(A) NOM/CLE: Peptide 
40 (B) EMPLACEMENT: 1..82 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 8 

Asp Glu Lys Pro Lys Leu lie Leu Pro Thr 

5 10 

45 Pro Ala Pro Pro Asn Leu Pro Gin Leu Val 

15 20 
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Gly Gly Gly Gly Gly Asn Arg Lys Asp Gly 

25 30 
Phe Gly Val Ser Val Asp Ala His Gin Lys 

35 40 
5 Val Trp Thr Ser Asp Asn Gly Arg His Ser 

45 50 
lie Gly Val Thr Pro Gly Tyr Ser Gin His 

55 60 
Leu Gly Gly Pro Tyr Gly Asn Ser Arg Pro 
10 65 70 

Asp Tyr Arg lie Gly Ala Gly Tyr Ser Tyr 

75 80 

Asn Phe 
82 

15 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N° : 9 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

20 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Peptide 



25 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: 

(A) NOM/CLE: Peptide 

(B) EMPLACEMENT: 1..20 



30 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 9 : 

Val Asp Lys Gly Ser Tyr Leu Pro Arg Pro 

5 10 

Thr Pro Pro Arg Pro lie Tyr Asn Arg Asn 

15 20 

35 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N° : 10 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 353 paires de bases 
40 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double brin 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



45 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARN genomique 
(iii) HYPOTHETIQUE : oui 
(iv) ANTI-SENS : non 
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(ix) CARACTERI ST I QUE ADDITIONNELLE: 

(A) NOM/CLE: 

(B) EMPLACEMENT: 1..353 

5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 10 
TCCACCACTC CAAGCACA ATG AAG TTC ACC ATC GTT TTC CTG 42 

Met Lys Phe Thr lie Val Phe Leu 
-20 -15 
10 CTG CTT GCC TGC GTT TTT GCC ATG GCT GTG GCC ACT CCC 81 
Leu Leu Ala Cys Val Phe Ala Met Ala Val Ala Thr Pro 

-10 -5 
GGC AAG CCA CGC CCC TAC AGC CCA CGC CCC ACC TCC CAT 120 
Gly Lys Pro Arg Pro Tyr Ser Pro Arg Pro Thr Ser His 
15 1 5 10 

CCT CGC CCC ATT CGA GTG AGG CGC GAG GCA CTG GCC ATC 159 
Pro Arg Pro lie Arg Val Arg Arg Glu Ala Leu Ala lie 

15 20 25 

GAG GAT CAC CTG GCT CAA GCT GCC ATC AGG CCA CCA CCC 198 
20 Glu Asp His Leu Ala Gin Ala Ala lie Arg Pro Pro Pro 

30 35 
ATT CTG CCC GCC TAA AGA TGTGTGCATA CCGCGGAGAA 236 
lie Leu Pro Ala 
40 

25 GTCATCCGAT CAAATTTGTT TTGAAAAATC TTTATAAAAA 276 
TTGTGAATTT TTTACTTTCT GCAAACAGTA AACAATAAAC 316 
ACACGAAAGA CAGCAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAA 353 



30 (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID N° : 11 : 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 363 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuc!6ique 

(C) N0MBRE DE BRINS : double brin 
35 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARN genomique 
(iii) HYPOTHETIQUE : oui 
(iv) ANTI-SENS : non 



40 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE: 

(A) NOM/CLE: 

(B) EMPLACEMENT: 1.-363 
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(x±) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 11 
ATTTG TCCACCACTC CAAGCACA ATG AAG TTC ACC ATC GTT 41 

Met Lys Phe Thr lie Val 
5 -20 

TTC CTG CTG CTT GCT TGC GTT TTT GCC ATG GGT GTG GCC 80 
Phe Leu Leu Leu Ala Cys Val Phe Ala Met Gly Val Ala 
-15 -10 -5 

ACT CCC GGC AAG CCA CGC CCC TAC AGC CCA CGC CCC ACC 119 
10 Thr Pro Gly Lys Pro Arg Pro tyr Ser Pro Arg Pro Thr 
1 5 10 

TCC CAT CCC CGC CCC ATT CGA GTG AGG CGC GAG GCA CTG 158 
Ser His Pro Arg Pro lie Arg Val Arg Arg Glu Ala Leu 
15 20 
15 GCC ATC GAG GAT CAC CTG ACT CAA GCT GCC ATC AGG CCA 197 
Ala lie Glu Asp His Leu Thr Gin Ala Ala lie Arg Pro 
' 25 30 35 

CCA CCC ATT CTG CCC GCC TAA AGA TGTGTGCATA 231 
Pro Pro lie Leu Pro Ala 
20 40 

CCGCGGAGAA GTCATCCGAT CAAATTTGTT TTGAAAAATC 271 
TTTATAAAAA TTGTGAATTT TTTACTTTCT GCAAACAGTA 311 
AGCAATAAAC ACACGAAAGA CAGCAAAAAA AAAAAAAAAA 351 
AAAAAAAAAA AA 363 

25 
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REVENDICATIONS 



1/ Glycopeptides, caracttrisfes en ce qu f ils possedent 
des propriSt6s antibactferiennes conf6r6es par une sequence 
en acides amines renfermant au moins un acide amine 0 - 
substitufe par un groupe glycosyle contenant un ou plusieurs 
motifs, ose et/ou osamine, un poly-ose et/ou -osamine. 

2/ Glycopeptides selon la revendication 1, 
caracterises en ce que 1* acide amin6 substitue est un acide 
amine hydroxyle tel que la thrtonine, la serine ou la 
tyrosine. 

3/ Glycopeptides selon la revendication 1 ou 2, 
caracterists en ce que le groupe glycosyle est lintaire ou 

15 cyclique, substitue ou non, sous forme a ou p, comport ant 
avantageusement 5 ou 6 atomes de carbone, les substituants 
eventuellement prSsents 6tant choisis notamment parmi les 
radicaux alkyle de 1 4 4 atomes de carbone ou, en 
particulier, pour les osamines, parmi les radicaux acyle, 

20 plus sptcialement acttyle. 

4/ Glycopeptides selon la revendication 3, 
caract&risfes en ce que le groupe glycosyle est choisi parmi 
les hexoses tels que le galactose, le glucose, le tallose, 
l'altrose, le gulose, le mannose et l'allose, les 

25 hexosamines telles que la galactosamine, la glucosamine, la 
tallosamine, 1' altrosamine, le gulosamine, la mannosamine 
ou l'allosamine, ou les hexosamines substitutes par un ou 
plusieurs motifs hexoses comme la (N-acetylhexosamine)- 
hexose(s) . 

5/ Glycopeptides selon la revendication 4, caracterises en 
ce que le groupe glycosyle est une N-acfetylglucos amine ou 
une N-ac§tylgalactosamine, substitute par un galactose ou 
un motif galactose-glucose. 

6/ Glycopeptides selon I'une des revendications 1 a 5, 
35 caracterisfes en ce qu'ils sont du type des peptides tels 
qu'obtenus chez les arthropodes, et notamment chez les 
larves ou les adultes d'insectes par un procede comprenant 
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- l f induction de leur synthase notamment par injection 
de bact6ries en doses suffisantes ou par blessure septique 
ou autre traumatisms, 

- I 1 extraction de maniere & recueillir les peptides 
5 ayant subi une glycosylation post-traductionnelle et, le 

cas ech6ant, 

- le fractionnement de l'extrait isole afin de separer 
s61ectivement les glycopeptides selon le niveau de leur 
activite antibact6rienne. 

10 7/ Glycopeptides, selon l'une des revendications 1 a 

6, caract6ris6s en ce qu'ils pr6sentent une activity contre 
les germes & Gram n§gatif et h Gram positif . 

8/ Glycopeptides selon l'une des revendications 1 a 7, 
car act Arises en ce que leur sequence peptidique responsable 
15 de leur activit6 antibactdrienne, qui comprend au moins un 
acide amin& substitue comme defini dans la revendication 1, 
est contenue dans un domaine comport ant au moins 30 % 
environ de groupes proline. 

9/ Glycopeptides selon la revendication 8, 
20 caract6ris&s en ce que ladlte sequence comporte au moins un 
motif de 0-glycosylation proline-thr£onine/s6rine-Xaal- 
Xaa2-proline dans lequel les motifs Xaal et Xaa2, 
identiques ou differents, sont des acides amines variables* 
10/ Glycopeptides selon la revendication 8 ou 9, 
25 caract&ris&s en ce que ladite sequence comporte au moins un 
acide amine hydrophobe tel que la threonine, substituS par 
un groupe glycosyle, en particulier par un groupe N-ac6tyl 
hexosamine ou (N-acetylhexosamine)-hexose. 

11/ Glycopeptides selon l'une des revendications 1 & 
30 10, tels qu ' inductibles chez la drosophile. 

12/ Glycopeptides selon la revendication 11 , 
caract6ris6s en ce qu'ils comportent ou qu'ils sont 
constitufes par les sequences (I) ou (II), dans lesquelles 
au moins un motif threonine ou serine est-0 - substitue 
35 comme dfefini dans l'une des revendications 3 & 5. 

13/ Glycopeptides selon l'une des revendications 1 & 
10, tels qu ' inductibles chez les dipteres, notamment chez 
Phormia terranovae. 
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14/ Glycopeptides selon la revendication 13 
caract&rlsSs en ce qu'ils comportent ou qu'ils sont 
constitues par une sequence en acldes amines, telle que 
determine selon la degradation d'Edman, repondant & l'une 
5 des sequences (III) & (VIII), dans lesquelles la threonine 
ou la serine en position 10 et/ou celle en position 54, 
sont substituee(s) par un groupe glycosyle comme defini 
dans 1 1 une des revendications 3 i 5. 

15/ Glycopeptides selon l'une des revendications 1 a 
10 10, tels qu 1 inductibles chez les hymenopteres , notamment 
chez les abeilles. 

16/ Glycopeptides selon l'une des revendications 1 a 
10, caracteris&s en ce qu'ils sont tels qu * inductibles chez 
les h6mipteres, par exemple chez Pyrrhocoris aptems . 
15 17/ Glycopeptides selon la revendication 16, 

caract6ris&s en ce qu'ils comportent ou qu'ils sont 
constitues par la sequence ( IX ) • 

18/ Les fragments, mutants et derives fonctionnels des 
glycopeptides selon l'une des revendications 1 S 17. 
20 19/ Sequences de nucleotides comport ant 1 ' information 

genetique correspondent aux acides amines des glycopeptides 
selon l'une des revendications 1 a 18, les sequences 
capables de s'hybrider avec celles-ci dans des conditions 
stringentes, les sequences complementaires et les ARN 
25 correspondants. 

20/ Vecteurs d' expression et/ou de clonage comportant 
au moins un fragment des sequences de nucleotides selon la 
revendication 19 et hotes trans formes par ces vecteurs. 

21/ Les produits d 9 expression des vecteurs selon la 
30 revendication 20. 

22/ Proc6d6 d ' obtention de glycopeptides selon 1 ' une 
des revendications 1 a 18, caract6rise en ce qu'on procede 
a 1 ' enchainement des acides amines par voie de synthese, 
l'un au moins des acides amines utilises etant 0 
35 substitu6 comme defini dans la revendication 1 et etant 
introduit de maniere h occuper la position souhaitee dans 
la sequence. 
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23/ Agents antibactferiens caract6rises en ce qu'ils 
renferment au moins un glycopeptide selon l f une des 
revendications 1 & 18. 

24/ Compositions antibacteriennes, caracterisees en ce 
5 qu f elles renferment une quantite efficace de glycopeptides 
selon l f une des revendications 1 A 18, en association avec 
un vfehicule inerte. 

25/ Compositions selon la revendication 24 , 
caracterisees en ce qu'eiles sont utilisees en 
10 thferapeutique humaine ou vfeterinaire, le v&hicule inerte 
etant approprife pour cette utilisation, 

26/ Compositions selon la revendication 24, 
caracterisees en ce qu'eiles sont utilis&es en agrochimie, 
le vfehicule inerte 6tant approprid pour cette utilisation. 
15 27/ Compositions selon la revendication 24, 

caracterisees en ce qu'eiles sont utilisees dans 
l 1 Industrie agro-alimentaire. 

28/ Cellules vfegetales et plantes dont le g6nome est 
modi fie par la presence de genes capables de coder pour les 
20 sequences peptidiques des glycopeptides selon l'une des 
revendications 1 & 18, ces cellules v£g6tales et plantes 
6tant capables d 1 assurer la glycosylation des sequences 
peptidiques de maniere a leur confferer une activity 
antibacterienne . 



WO 94/05787 



PCT/FR93/00853 




Temps (min) 



WO 94/05787 



PCT/FR93/00853 



2/2 



FIGURE 2 
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